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Abstrak
Isolasi dan identifikasi mikroorganisme kitinolitik asal limbah cairan rumen sapi serta optimasi produksi enzim kitinase telah dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi, mengkarakterisasi dan mengoptimasi produksi enzim kitinase. Pada penelitian ini dilakukan tahapan pekerjaan isolasi dan seleksi bakteri kitinolitik; karakterisasi dan identifikasi isolat terpilih; optimasi produksi enzim (konsentrasi substrat, suhu dan pH) serta penentuan kurva pertumbuhan isolat A3. Pengujian aktivitas kitinase menggunakan metode Schales. Hasil skrining diperoleh 3 isolat bakteri potensial kitinolitik. Isolat A3 selanjutnya dipilih untuk produksi enzim karena memiliki indeks kitinolitik tertinggi dengan angka indeks 7,59. Hasil pengamatan morfologi dan uji biokimia, menunjukan isolat A3, merupakan kelompok bakteri Lactobacillus dengan sifat Gram negatif, berbentuk basil. Kondisi optimum untuk produksi enzim kitinase adalah konsentrasi substrat kitin 0,08% (b/v), 40ºC pada pH 6 dengan aktivitas enzim sebesar 125,943 U/mL.
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Isolation and identification of microorganisms chitinolytic from cow rumen fluid waste and chitinase enzyme production optimation was carried out. The aims of this studyare  to isolate, characterize and optimize the production of the enzyme chitinase. In this research phase of work chitinolytic bacteria, isolation and selection; characterization and identification of selected bacteria; optimization of the production of the enzyme (substrate concentration, temperature and pH) and determination of the growth curve A3 isolates. Chitinase activity test using Schales. Results of screening potential bacterial isolates obtained 3 chitinolytic. A3 isolates subsequently selected for the production of the enzyme because it has the highest chitinolytic index by 7,59 index numbers. The observation of morphological and biochemical tests, showed isolates A3, is a group of Lactobacillus bacteria with Gram negative nature, shaped bacillus. Optimum conditions for production of the enzyme chitinase chitin is the substrate concentration of 0.08% (w/v), 40°C at pH 6 with the enzyme activity of 125.943 U/mL. 
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1. PENDAHULUAN
Perkembangan dan kemajuan bioteknologi telah mempengaruhi peningkatan pendayagunaan enzim, baik digunakan dalam bentuk hasil ekstraksinya maupun langsung dalam bentuk sel mikroorganisme. Enzim telah banyak digunakan dalam produksi pangan maupun non pangan [1].
Salah satu enzim yang banyak digunakan dalam bidang industri baik pangan maupun non pangan ialah enzim kitinase. Peranan kitinase menjadi perhatian besar karena berperan terhadap kehidupan masyarakat dalam bidang pangan maupun non pangan mendorong ilmuwan dan peneliti melakukan eksplorasi mikroorganisme kitinolitik. Mikroorganisme penghasil kitinase ini masih belum banyak diketahui baik tentang jumlah, keragaman maupun fungsi kitinase yang dihasilkan, walaupun kitin merupakan salah satu polimer yang melimpah di alam [2].
Kitin ialah senyawa karbohidrat yang termasuk dalam polisakarida, tersusun atas monomer-monomer asetilglukosamin yang saling berikatan dengan ikatan 1,4 beta membentuk suatu unit polimer linier yaitu β 1,4-N-asetil-D-glukosamin yang merupakan salah satu zat yang banyak digunakan dalam produksi pangan dan non pangan [3]. Kitin adalah polimer (​https:​/​​/​id.wikipedia.org​/​wiki​/​Polimer" \o "Polimer​) yang paling melimpah di laut. Pada kelimpahan di muka bumi, kitin menempati posisi kedua setelah selulosa. Hal ini karena kitin dapat ditemukan di berbagai organisme eukariotik termasuk serangga, moluska dan krustasea.
Mikroorganisme pendegradasi kitin umumnya berasal dari kelompok bakteri. Enzim kitinase yang dihasilkan oleh mikroorganisme kitinolitik mempunyai potensi tinggi untuk mendegradasi limbah yang mengandung kitin, karena dengan adanya enzim kitinase memungkinkan konversi kitin yang melimpah menjadi produk yang berguna [4].
Mikroorganisme kitinolitik yang terdapat dalam rumen sapi berasal dari pakan yang dikonsumsinya, beberapa jenis pakan yang mengandung kitin ialah bekatul dan rumput raja. Hal ini diungkapkan oleh Wahyu (1992) [5] yang menjelaskan bahwa bekatul mengandung zat anti nutrisi seperti kitin, hemoglutinin dan anti tripsin. Kemampuan ini menyebabkan kelompok bakteri tersebut berpotensi besar untuk dimanfaatkan, misalnya: sebagai penghasil kitinase yang berguna dalam industri pangan, kosmetik, farmasi, dan lain-lain [6].
Rumen merupakan kantong besar dengan berbagai kantong yang menyimpan dan mencampur pakan hasil fermentasi mikroba. Kondisi dalam rumen adalah anaerobic [7]. Mikroorganisme yang terdapat di dalam rumen didominasi oleh bakteri dan protozoa, selain itu juga terdapat mikroorganisme lain seperti fungi dan flagellata yang sering terdapat pada hewan-hewan ruminansia muda. Perbandingan mikroorganisme di dalam rumen berkisar dari 1,4x107 per mL cairan rumen sedangkan jumlah protozoa sebesar 106 per mL cairan rumen [8].
2.  METODE PENELITIAN

2.1	Alat dan Bahan yang Digunakan 
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah neraca analitik, autoklaf, waterbath, lemari pendingin, pipet mikro, mistar, spidol, tabung eppendorf, jarum ose, tip, cawan petri, gelas ukur, gelas kimia, labu takar, erlenmeyer, corong, batang L, spatula, dan pipet ukur, batang pengaduk, hot plate, Oven, Filler, Termometer, Spektrofotometer UV-Vis. 
Bahan yang digunakan yaitu cairan rumen sapi, spritus, alkohol 96%, Medium LB (Luria Bertani) (pepton 0,4%, yeast extract 0,25%, NaCl 0,5%, Akuades, MgSO4.7H2O 0,3%,), Medium NA (Nutrien agar), Reagen pewarnaan gram (kristal violet, aquades, yodium, etanol, safranin), kaldu karbohidrat (glukosa, sukrosa, laktosa, maltosa, manitol, BTB (Brom Timol Blue), kaldu methyl red-Voges Proskauer (MR-VP) (Pepton 0,7% (b/v), dekstrosa 0,5% (b/v), dan KH2PO4 0,5% (b/v)), media SIM (pepton 30 g/L, beef extract 3 g/L, ferro ammonium sulfat 0,2 g/L, natrium tiosulfat 0,025 g/L, dan agar 3 g/L), kulit udang, NaOH 3,5 %, aseton teknis 360 mL, akuades, HCl), medium koloidal kitin (HCl pekat, NaOH 12 N) dan medium kitin (koloidal kitin, KH2PO4, MgSO4.7H2O, NaCl, (NH4)2SO4, yeast extract dan agar), reagen schales (K3[Fe(CN)6] 0,125 gr dan Na2CO3 0,5 M), kasa, kapas steril, alumunium foil, kertas saring, kertas pH dan tisu.

2.2	Pengambilan dan Preparasi Sampel Mikroba
Sampel diambil dari Tempat Pemotongan Hewan (TPH) Anggoeya Kota Kendari dengan menggunakan botol steril. Semua sampel disegarkan dalam media cair LB (Luria Broth), kemudian diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30°C [9].

2.3 Pembuatan Koloidal Kitin
Koloidal kitin dibuat dengan melarutkan 5 gram bubuk kitin dalam 75 mL HCl pekat, lalu diaduk selama 1 jam. Kemudian ditambahkan akuades sebanyak 1000 mL, larutan kemudian disaring untuk diambil residu, dicuci dengan akuades sampai pH koloid kitin menjadi 3 [10].

2.4  Pembuatan Medium Kitin

Medium kitin yang dimodifikasi yaitu dengan mencampurkan koloidal kitin 2 gram, KH2PO4 0,1 g, MgSO4.7H2O 0,01 g, NaCl 3 g, (NH4)2SO4 0,7 g, yeast extract 0,05 g dan agar 2 g dalam 100 mL akuades, larutan kemudian dihomogenkan dengan magnetik stirrer dan dipanaskan hingga larut kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Medium yang telah steril tersebut kemudian dituang ke dalam cawan petri dan dibiarkan hingga mengeras [11].
2.5 Isolasi dan Seleksi Bakteri Kitinolitik
Sampel cairan rumen sapi sebanyak 1 mL  dimasukkan kedalam botol vial yang berisi media LB cair. Kemudian diinkubasi selama 48 jam. Selanjutnya diinokulasi dengan teknik pour plate pada media LB padat yang mengandung koloidal kitin. Bakteri pada sampel cairan rumen sapi yang sudah diinokulasi pada media tersebut selanjutnya  diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam. 
2.6 Optimasi Kondisi Produksi Enzim Kitinase 
2.6.1 Konsentrasi Substrat Optimum
Isolat kitinolitik dimasukkan kedalam media LB cair dengan ditambah koloidal kitin berbagai konsentrasi yang berbeda  (0,02-0,14% (b/v)), selanjutnya  diinkubasi selama 48 jam, kemudian diuji aktivitas produksi enzimnya dengan metode schales menggunakan spektrofotometer UV-Vis panjang gelombang 584 nm [12].
2.6.2 Suhu Optimum





2.8.1 Penentuan Indeks Kitinolitik
Penentuan indeks kitinolitik (IK) dilakukan dengan cara mengukur diameter zona bening yang terbentuk disekitar koloni bakteri, kemudian dibagi dengan diameter koloni yang tumbuh.

2.8.2 Penentuan aktivitas Kitinase
Aktivitas enzim kitinase dihitung berdasarkan data N-asetilglukosamin relatif sebagai mg N-asetilglukosamin yang dihasilkan per mL filtrat enzim dengan menggunakan rumus :


A =  aktivitas enzim kitinase (Unit/mL)
[N-asetilglukosamin] =  kadar n-asetil hasil hidolisis (mg/L)
B.M N-asetilglukosamin = Berat molekul N-asetilglukosamin (g/mL)
 t =  Waktu inkubasi (menit)
Satu  unit aktivitas kitinase didefinisikan sebagai jumlah enzim yang diperlukan untuk melepas 1µmol gula pereduksi/menit atau setara dengan 1 µmol n-asetilglukosamin/menit. Penentuan kadar n-asetilglukosamin hasil hidrolisis oleh enzim kitinase didasarkan pada kurva larutan standar n-asetilglukosamin dan diukur serapannya setelah penambahan Schales secara spektrofotometri pada panjang gelombang 584 nm [13]. 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Isolasi dan Seleksi Bakteri Kitinolitik 
Isolasi dan pemurnian bakteri telah dilakukan dari enam titik tempat pengambilan sampel air sungai Pohara. Skrining dilakukan untuk menentukan bakteri yang memiliki aktivitas kitinase tertinggi berdasarkan diameter zona bening pada media yang mengandung kitin.





Hasil penelitian menunjukkan isolat A3 mempunyai indeks kitinolitik yang besar. Indeks kitinolitik menunjukkan kemampuan degradasi mikroba terhadap kitin. Semakin banyak enzim yang dihasilkan maka zona bening  juga akan semakin luas karena kitin yang terdegradasi semakin banyak.

3.2 Karakteristik dan Identifikasi Isolat Terpilih
Identifikasi isolat bakteri dilakukan untuk mengetahui ciri morfologis dan karakteristik biokimia. Secara morfologis, biakan maupun sel bakteri yang berbeda dapat tampak serupa oleh karena itu ciri fisiologi dan biokimia merupakan kriteria yang penting di dalam identifikasi spesimen yang tidak dikenal.
Uji fisiologi biasanya identik dengan uji biokimia. Uji-uji biokimia yang biasanya dipakai dalam kegiatan identifikasi mikroorganisme antara lain uji katalase, uji methyl red, uji H2S, uji sitrat, dan uji fermentasi karbohidrat 








Gambar 1. Morfologi bakteri (100x10)











5.	Uji Hidrogen Sulfida 	Negatif
Berdasarkan Bergey’s Manual Of Determinative Bacteriology, karakteristik morfologi dan hasil uji biokimia isolat A3 menunjukkan ciri-ciri dari genus Lactobacillus. Genus Lactobacillus memiliki bentuk sel batang dalam bentuk tunggal maupun berpasangan. Hal ini sesuai dengan morfologi koloni bakteri yang diperlihatkan pada (Gambar 1). Berikut adalah taksonomi Genus Lactobacillus berdasarkan Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1994).
Kingdom 	: Bacteria
Phylum       	: Firmicutes 
Ordo      	: Bacilli (​http:​/​​/​translate.googleusercontent.com​/​translate_c?depth=1&ei=1IFOUduIMYfXrQfBwIHYCg&hl=id&prev=​/​search%3Fq%3Dmicrobacterium%26hl%3Did%26biw%3D1525%26bih%3D741&rurl=translate.google.co.id&sl=en&u=http:​/​​/​en.wikipedia.org​/​wiki​/​Actinomycetales&usg=ALkJrhhY7rOrtIxO4nBq1ijpCp6EK-Enpg" \o "Actinomycetales​)
Family    	: Lactobacillales 
Genus      	: Lactobacillaceae
Spesies	: Lactobacillus murinus
3.3 Optimasi Kondisi Produksi 
3.3.1 Optimasi Substrat
Substrat koloidal kitin merupakan penginduksi aktivitas kitinolitik yang paling efektif karena koloidal kitin merupakan turunan kitin yang bersifat amorf dengan kerapatan polimer lebih rendah sehingga lebih mudah dihidrolisis enzim [14]. dan lebih mudah tersebar merata dalam medium cair [15]. Konsentrasi substrat adalah faktor penentu untuk produksi enzim. Pada penelitian ini telah dilakukan variasi konsentrasi substrat 0,02-0,14% (b/v) untuk mengetahui konsentrasi yang tepat untuk produksi enzim kitinase.
	Aktivitas kitinase meningkat pada media yang mengandung substrat dengan konsentrasi 0,02% (b/v) sampai 0,08% (b/v) (Gambar 2). Aktivitas tertinggi tercapai oleh adanya substrat kitin 0,08% (b/v) pada media, dengan aktivitas enzim sebesar 0,277 U/mL. Pada konsentrasi substrat diatas 0,08% (b/v) menyebabkan produksi enzim semakin menurun. Hal ini dikarenakan dalam suatu reaksi enzimatik, enzim akan mengikat substrat membentuk kompleks enzim-substrat, kemudian kompleks ini akan terurai menjadi enzim dan produk. Makin banyak kompleks enzim substrat yang terbentuk, makin cepat reaksi berlangsung sampai batas kejenuhan. Pada konsentrasi substrat melampaui batas kejenuhan kecepatan reaksi akan konstan. Berdasarkan hasil tersebut maka kondisi produksi enzim kitinase akan optimum dengan penambahan substrat koloidal kitin 0,08%.




















Gambar 2. Pengaruh Substrat terhadap Produksi Enzim Kitinase

3.3.2 Optimasi Suhu
Suhu juga berpengaruh terhadap pertumbuhan mikroorganisme, sintesis enzim dan kecepatan inaktivasi enzim. Suhu yang terlalu tinggi dapat mengakibatkan proses denaturasi protein sehingga dapat mengakibatkan kematian sel. Pada suhu yang terlalu rendah berakibat aktivitas enzim berkurang dan selanjutnya akan mengganggu pertumbuhan mikroorganisme.
Uji pengaruh temperatur terhadap aktivitas enzim dilakukan untuk mengetahui kondisi optimum enzim dalam mendegradasi substrat. Setiap enzim memiliki aktivitas maksimum pada temperatur tertentu, aktivitas enzim akan semakin meningkat dengan bertambahnya temperatur hingga temperatur optimum tercapai. Kenaikan temperatur di atas temperatur optimum akan menyebabkan aktivitas enzim menurun [17].













Gambar 3. Pengaruh Suhu Terhadap Produksi Enzim Kitinase

4. KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, diperoleh kesimpulan sebagai berikut.
1.	Bakteri kitinolitik asal limbah cairan rumen sapi memiliki kemampuan yang baik dalam mendegradasi kitin. Hal ini dibuktikan dengan adanya zona bening dengan indeks kitinolitik sebesar 7,59.
2.	Karakteristik bakteri kitinolitik asal limbah cairan rumen sapi menunjukkan isolat bakteri kitinolitik merupakan bakteri Gram negatif berbentuk batang dari spesies bakteri Lactobacillus ruminus.
3.	Optimum produksi enzim kitinase ialah pada konsentrasi substrat 0,08% dengan suhu 40ºC pada pH 6 dengan aktivitas enzim sebesar 125,943 U/mL
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